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(57) Abstract 



The invention concerns embryonal (caidiomyocytary and cardiomyoblastary) cardiac muscle cells, their preparation and their use, in 
particular for cell-mediated gene transplant. The areas of application of the invention are medicine and genetic engineering. The embryonal 
cardiac muscle cells according to the invention contain two gene constructs comprising: a) a regulatory, 2.1-kb long DNA sequence of 
the ventricle-specific myosin light-chain-2 (MLC-2v) promoter, the selectable marker gene /5-galactosidasc in fusion with the reporter gene 
neomycin; and b) a regulatory DNA sequence of the herpes simplex virus thymidine kinase promoter and the selectable marker gene 
hygromycin. and optionally inunortalising genes and/or opuonally genes inactivated by homologous recombination and/or optionally one 
or a plurality of therapeutic genes. The cells can advantageously be used for cell-mediated gene transplant, in particular for constructing 
healthy tissue and assisting contractile functions, for investigating substances, in particular for pharmacological investigations and for the 
transfer of therapeutic genes into the myocardium. 



(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft embryonale (kardiomyozytare imd kardiomyoblastlire) Herzmuskelzellen, ihre Herstellung und ihre Venvcndung. 
insbesondere zur zellvermittelten Gentransplantation. Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Medizin und die Gentechnik. Die 
embryonalen Herzmuskelzellen gem^ der Erfindung enthalten zwei Genkonstrukte aus a) regulatorischer, 2,1 kb langer DNA-Sequenz 
des ventrikelspezifischen Myosin-Leicht-Kette'2 (MLC-2v) Promoters, dcm sclektionierbaren Markergen ;9-Galaktosidase in Fusion mit 
dem Reporteigen Neomycin und aus b) regulatorischer DNA-Sequenz des Heipes-simplex-Virus-Thymidinkinase-Promotors und den 
sclektionierbaren Markergen Hygromycin, sowie ggf. immortalisierende Gene und/oder ggf. durch homologe Rekombination inaktivierte 
(jene und/oder ggf. etn oder mehrere therapeutische Gene. Sie kOnnen vorteilhaft zur zellvermittelten Gentransplantation, insl>esondere 
zum Aufbau gesunden Gewebes und zur UnterstOzung kontraktiler Funktionen, zur Untersuchung von Substanzen. insk>esondere fOr 
phaimakologische Untersuchungen und fOr den Transfer therapeutischer Gene in das Myokaxd eingesetzt werden. 
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Embryonale Herzmuskelzellen , ihre Herstellung und ihre 
Verwendung 



Beschreibung 

Die Erfindung betrifft embryonale (kardiomyozytSre. und 
kardiomyoblastare) Herzmuskelzellen, ihre Herstellung und ihre 
Verwendung, insbesondere zur zellvermittelten Gentransplanta* 
tion* Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Hedizin und die 
Gentechnik. 



Es gibt bereits mehrere Arbeiten, die sich mit Herzmuskelzell- 
kulturen von Saugetieren besch&f tigen . Die ersten Untersuchungen 
wurden mit Primarkulturen von embryonalem, neonatalem oder 
adultem Herzgewebe durchgef iihrt • Vorteilhaf ter ist die 
Veirwendung von permanenten Zellinien von kardiomyozytarem 
Gewebe, veil man damit gr6Bere Mengen einer homogenen 
Zellpopulation auf einem definierten Entwicklungsstand zur 
Verfdgung stellen kann. Deshalb hat es eine Reihe von Versuchen 
zur Immortalisierung von Herzmuskelzellen gegeben (u. a. A. Sen 
et al, J.Biol.Chem. 263/1988/, 19132*19136). Alle bisherigen 
Zellinien haben jedoch den Nachteil, daB sich bei einer 
Langzeitkultivierung funktionelle Defekte bemerkbar machen. 



Die Erfindung hat das Ziel, ausgehend von pluripotenten 
embryonalen Stammzellen (ESC) oder primordialen Keimzellen (BGC, 
Stewart et al. Dev. Biol. 161/1994/, 626-628) nach deren 
Dif f erenzierung in spontan pulsierende Herzzellen embryonale 
(kardiomyozytare bzw. kardio-myoblastare) Herzmuskelzellen zu 
gewinnen, welche weitgehend identische Eigenschaf ten mit 
Herzmuskelgewebe besitzen* Diese Zellen sollen fiir einen 
therapeutischen Einsatz, ggf. nach zusStzlicher gentechnischer 
Veranderung, geeignet sein. Der Erfindung liegt die Aufgabe 
zugrunde, ein Vektorsystem zur Modif izierung der Stammzellen zu 
konstruieren und ein Selektionsverf ahren f(ir die transf izierten 
Zellen zu entwickeln. " " - - - 



BNSDOCID: <WO 9616163A2_L> 



wo 96/16163 



1 



PCT/DE95/01699 



2 

Die Erfindung wird mit modif izierten embryonalen Stammzellen 
gemaS Anspruch 1 bis 4, den Vektorsystemen gem&B Anspruch 5 und 
6 imd den Selektionsverf sOiren gemSB Anspruch 7 realisiert. Zum 
Schutziimfang der Erfindung geh5rt auch die Verwendung der 
modif izierten embryonalen Stammzellen gemSfi Anspruch 8 bis 10. 

Die erf indungsgemSBen Vektoren bestehen aus folgenden Bestand- 
teilen: 

a) der regulator ischen, 2,1 kb langen DNA-Sequenz des ventrikel- 
spezif ischen Myosin-Leicht--Kette-2 (MLC-2v) als Promoter, dem 
selektionierbaren Markergen fl-Galaktosidase und dem Reportergen 
Neomycin als Fusionsgen "flgeo" und dem SV40-PolyA-Tail(pAA) und 
ggf . einer Position zur Aufnahme von immortal is ierenden Genen« 

b) der regulatorischen DNA-Sequenz des Herpes-simplex-Virus- 
Thymidinkinase-Promotors(HSV-Tk) , dem selektionierbaren Marker- 
gen Hygromycin und dem SV40-PolyA-Tail (pAA). 

Mit diesen Vektoren werden pluripotente embryonale Stammzellen 
in vitro transf iziert . Die erfolgreich transf izierten Zellen 
werden im ersten Schritt mit Hilfe von Hygromycin selektiert. 
Hygromycin-resistente Zellen werden dann zu sog. Embryoidkdrpern 
("embryoid-bodies") dif f erenziert. Danach erfolgt eine Selektion 
der Hygromycin-resistenten Embryoidkdrper mit dem Zellgift 
Geneticin (G418). Die erhaltenen Zellen werden weitergezOchtet 
und auf ihre Zusammensetzung (Genexpression, Proteine), ihre 
Funktion und ihre kontraktilen Eigenschaften untersucht. 
Als Ausgangsmaterial k5nnen embryonale Stammzellen (ESC) Oder 
primordiale Keimzellen (EGG) unterschiedlichster Herkunft, u. a* 
von Maus, Ratte, Schwein, Rind, Hund, Kaninchen, Hamster, 
einschlieBlich menschlicher Zellen, eingesetzt werden. 
Die erf indungsgemSBen Vektoren und der Ablauf des Zell- 
selektionsverfahrens sind in Abbildung 1 dargestellt. 
Weiterer Gegenstand der Erfindung sind Zellen, die neben den 
genannten Vektoren a) und b) auch noch therapeutische Gene wie 
z. B. die Angiogenesefaktoren VEGF oder bFGF enthalten, welche 
durch viralen oder nichtviral n Gentransfer eingebracht wurden. 
Die so erhalten n Zellini n kdnnen - mit oder ohne virale 
Sequenzen - zur zellvermittelten Gentransplantation, insbeson- 
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der zum Aufbau gesunden Gewebes und zur Unterstutzung 
kontraktiler Funktionen, verwendet werden. 



Eine weitere wichtige Verwendung der erf indungsgemaSen Zellinien 
besteht in der in-vitro-Testung von biologisch aktiven 
Substanzen, insbesondere zur Untersuchung pharmakologisch 
relevanter Substanzen oder zur Feststellung toxischer Wirkungen 
exogener Wirkstoffe an Herzzellen in Kultur. Damit werden 
insbesondere in Screen ingprogranunen Tierversuche eingespart und 
damit dringende Forderungen der Of f entlichkeit nach 
Tierersatzmodellen erfvillt. 

Die Zellinien konnen weiterhin als Vesikel fur einen lokalen 
Gentransfer in das Myokard dienen. Dazu werden die gewiinschten 
therapeutischen Gene durch ein virales, bevorzugt mit einem 
Adenovirus- oder einem Adenovirus-assoziierten-Virus-Shuttle- 
Vektor, Oder ein nichtvirales Gentransf erverf ahren transf iziert. 
Bevorzugt erfolgt die Verpackung der Gene mit dem AAV-Vektor 
pSub201, 

Ourch die Erfindung wird erstmalig ermdglicht, Herzmuskel- 
erkrankungen mit Hilfe des zellularen Gentransfers zu behandeln 
( Gentherapie ) • Das bedeutet einen erheblichen medizinischen 
Fortschritt, insbesondere kdnnen auch Erkrankungen wie 
ischamische und kongenitale Kardiomyopathien kunftig mit 
grdBeren Erf olgsaussichten therapiert werden- 

Die Erfindung soil nachfolgend durch Ausf Ohrungsbeispiele n&her 
erlautert werden. 

1. Klonierung der Vektoren zur Selektion embryonaler 
(kardiomyozytarer und kardiomyoblastfirer ) Herzmuskelzellen 

Zum Aufbau der Vektoren geht man von folgenden Elementen aus: 
2.1 kb MLC-2V Promoter (klonierbar mit Kpnl und EcoRI), 
Fusionsgen flgeo (klonierbar mit BamHI), SV40-PolyA (klonierbar 
mit Sad) und Tk-Hygromycin Fusionsgen im Blueskript KS-Vektor. 
Wie in Abbildung~l" dargestellt , W rden~aus diesen El menten 2 
Vektoren fOr die Kotransf ektion in pluripotente embryonale 
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(B) Tk-Hygromycin . 
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2. Kotransfektion der Vektoren in pluripotente Stammzellen (ES- 
Zellen) und Selektion mit Hygromycin B 

Als pluripotente Steunmzellinie kann jede ES-Zellinie verwendel: 
werden, die in Kardiomyozyten dif f erenziert (Wobus et al. 
Differentiation 48/1991/, 173-182), z. B. die Linie D3 
( Doetschmann et al , J. Enbryol. Exp. Morphol . 3/1985/, 27-45), 
Die D3-Zellen werden auf gelatinierten Flatten mit 
standardisiertem Kulturmedium auf feeder-layer Oder in 
Anwesenheit des rekoxBbinanten "Leukemia-Inhibi ting-Factor (LIF) 
kultiviert. Der LIF entspricht dem "Differentiation Inhibiting 
Factor", welcher die Dif f erenzierung der ES-Zellen verhindert 
und die Zellteilung der pluripotenten ES-Zellen fdrdert. Di in 
Abbildung 1 dargestellten DNA-Konstrukte werden durch Elektro- 
poration in die ES-Zellen eingebracht. Hierfiir werden die 
Vektoren mittels Restriktionsverdau linearisiert tmd in einer 
Konzentration von 25 /ig/ml mittels Elektroporation transf iziert. 
Danach werden die pluripotenten ES-Zellinien im LIF/ES- 
Zellmedixim expandiert. In den undif ferenzierten ES-Zellen ist 
nur der Thymidinkinase-Promotor aktiv, was zu einer Expression 
des Hygromycin-Resistenzgens fOhrt. Durch Zugabe von Hygromycin 
B werden die ES-Zellen auf den Einbau der Fremd-DNA hin 
selektioniert (Positiv-Selektion) . 

3. Nachweis der Integration von MLC-2v-6geo in ES-Zellen und 
" embryoid-bodies 



Zur Gewinnung von "embryoid bodies" wird das Dif f erenzierungs- 
system des hangenden Tropfens benutzt. Hierbei wird eine 
Zellsuspension, die etwa 400-600 ES-Zellen in 20 1 enthfilt, auf 
die Deckel von Petrischalen pipettiert, die mit einer 
physiologischen Pufferl6sung gefailt sind. Die Zelieri sammeln 
sich im Tropfen und bilden nach zwei- bis dreitfigiger Inkubation 
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"embryoid bodies". Nach 7 Tagen werden die "embryoid bodies" auf 
Mikrotestgewebekulturschalen ubertragen, wo sie auf dem 
Gelatine-beschichteten Substrat anhaften. Wahrend der darauf- 
folgenden Kultivierung wachsen verschiedene Zelltypen, a. 
Herzmuskelzellen, aus (Abbildung 2). Zwei bis zehn Tage nach 
Ausplattierung enthalten etwa 80 bis 90% der ausgewachsenen 
"embryoid bodies" Kolonien spontan und synchron kontrahierender 
Herzmuskelzellen (Wobus et al, 1991). In diesen embryonalen 
Herzmuskelzellen ist der MLC-2v Promotor aktiv. Bei 
erf olgreicher Transfektion und Integration des MLC-2v-Bgeo 
Vektors in das Genom der ES-Zellen kommt es zur Expression des 
Fusionsgens B-Galaktosidase/Neomycin. Durch Blaufarbung im 6- 
Galaktosidase-Assay lassen sich die kardiomyozytaren Zellen, 
welche klonalen Ursprungs sind, identif izieren. 

4 . Selektion embryonaler kardiomyozytarer und kardioblastarer 
Zellen 

In einem zweiten Schritt werden die positiven ES-Zellklone, 
welche sowohl das Tk-Hygromycin als auch das MLC-2v-Bgeo 
Fusionsgen enthalten, erneut expandiert und ein Teil unter den 
oben beschriebenen Bedingungen zur Dif f erenzierung in "embryoid 
bodies" gebracht. Zum Zeitpunkt der kardiomyogenen 
Dif f erenzierung im Embryoidkorper wird das Zellgift Geneticin 
(G418) in einer Konzentrationen von 300 iMg/ml zu den "embryoid 
bodies" gegeben. Damit werden die embryonalen (kardiomyozytaren 
bzw. kardiomyoblast^ren) Herzmuskelzellen in einem frOhen 
Stadium selektiert. 

Die gewonnenen Zellen werden auf gewebespe z i f i sche 
Genexpression , funktionelle Eigenschaf ten mit Hilfe 
elektrophysiologischer Techniken und auf ihre kontraktilen 
Eigenschaf ten untersucht, die Zusammensetzung der kontraktilen 
Proteine wird mit entsprechenden monoklonalen Antikorpern 
charakterisiert • Im Rahmen einer Gentherapie kdnnen 
teilungsfdhig schlagende Zellen anschliefiend auf adulte und 
neonatal kardiomyopathis'che""'mdx-Maiuse" nach Thorakomie und 
direkter Injektion in das Myokard Ckbertragen werden. 
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Text zu Abbildung 1: 



(C) Kotransfektion von Tk-Hygromycin und 2.1 HLC-2v-figeo in 
£S(EG)-Zellen 

- Selektion der transf izierten ES(EG)-Zellen 

- Differenzieriing der Hyg-resistenten £S(EG)-Zellen zu 
" embryo i d-bodi es " 

- Selektion von Herzmuskelzellen aus "embryoid-bodies" 
mittels G418 

- Charakterisierung der Hyg- und G418-resistenten Zellen 
auf kardiomyozytare bzw. kardiomyoblastare Eigenschaf ten 



Text zu Abbildung 2: 

Embryonale Stammzellen kultiviert auf '^feeder layer" 

Kultivierung von 400 oder 600 Zellen/20 ^1 Medium in hangenden 

Tropfen (Inkubation fiir 2 Tage) 

I 

Umsetzung der "embryoid bodies" und Kultivierung in Suspension 

(Inkubation fiir 5 Tage) 
i 

Ausplattieren von "embryoid bodies" auf 24-well Gewebe- 
Kulturplatten (Inkubation bis zu 20 Tagen) 

i 

1. PGR Analyse 
2. Bnzymatische Dissoziation 
der Cardiomyocyten 
3. Immunf luoreszens 
4. "Patch-clamp" - Versuche 
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Patentansprilche 



1. Embryonale Herzmuskelzellen, 

enthaltend zwei Genkonstrukte aus zwei verschiedenen 
regulatorischen DNA-Sequenzen und zwei verschiedenen 
selektionierbaren Harkergenen. 

2. Embryonale Herzmuskelzellen gemdS Anspruch 1, 
enthaltend zwei Genkonstrukte aus 

a) regulatorischer, 2,1 kb langer DNA-Sequenz des ventrikel- 
spezif ischen Myosin-Leicht-Kette-2(MLC-2v) Promoters, dem selek- 
tionierbaren Harkergen B-Galaktosidase und dem Reportergen 
Neomycin, 

b) regulatorischer DNA-Sequenz des Herpes-simplex-Virus-Thymi- 
dinkinase-Promotors und dem selektionierbaren Markergen 
Hygromycin, 

3. Embryonale Herzmuskelzellen gemaB Anspruch 1 und 2, 
enthaltend zusStzlich immortal is ierende Gene und/oder durch 
hombloge Rekombination inaktivierte Gene und/oder ein Oder 
mehrere therapeutische Gene. 

4. Embryonale Herzmuskelzellen gemSB Anspruch 1 bis 3, 
enthaltend zusfltzlich Sequenzen des Adenovirus (Ad) Oder des 
Adenoassoziierten Virus (AAV) • 

5. Embryonale Herzmuskelzellen gemaB Anspruch 1 bis 4, 
enthaltend zusatzlich einen Angiogenesef aktor , bevorzugt 
"vascular endothelial growth factor", VEGF, oder "basic 
fibroblast growth factor", bFGF, unter der Kontrolle eines in 
diesen Zellen aktiven Promoters als therapeutisches Gen. 

6. Vektor, bestehend aus MLC-2 Promoter, selektionierbarem 
Harkergen B-Galactosidase und dem Reportergen Neomycin als 
Fusionsgen "Bgeo", SV40-Poly A-Tail und ggf. einer Position zur 
Aufnahme von immortal isierenden Genen. 
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7. Vektor, bestehend aus regulatorischer DNA-Sequ nz des Herpes- 
simplex-Virus-Thimidinkinase-Promotors und dem selektio- 
nierbaren Markergen Hygromycin. 

8. Verfahren zur Herstellung von Zellen nach Anspruch i bis 5, 
dadurch gekennzeichnet , daB embryonale Stammzellen (ESC) oder 
primordiale Keimzellen (EGC) mit den Vektoren nach Anspruch 6 
und 7 kotransfiziert warden, die Selektion der embryonalen 
Stannnzellen mit dem Zellgift Hygromycin erfolgt, nach Induktion 
der in vitro Kardiogenese anschlieBend die Selektion der 
embryonalen Herzzellen mit dem Zellgift Geneticin (G418) 
erfolgt, die erhaltenen Zellen ggf. mit den gewiinschten 

— therapeutischen Genen durch ein virales, bevorzugt mit einem 
Adenovirus- oder einem Adenovirus-assoziierten-Virus-Shuttle- 
Vektor, Oder ein nichtvirales Gen-transf erverf ahren transfiziert 
werden. 



9. Verwendung der embryonalen Herzmuskelzellen nach Anspruch 1 
bis 4 zur zellvermittelten Gentransplantation , insbesondere zum 
Aufbau gesunden Gewebes und zur UnterstQtzung kontraktiler 
Funktionen. 



10. Verwendung der embryonalen Herzmuskelzellen nach Anspruch l 
bis 4 zur Untersuchung von Substanzen, insbesondere fiir 
pharmakotoxikologische Untersuchungen . 

11. Verwendung der embryonalen Herzmuskelzellen nach Anspruch l 
bis 5 far den Transfer therapeutischer Gene in das Myokard. 
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/Ibb. Z : 

Embryonale Stammzellen kultiviert auf "feeder layer" 

I 



Inkubation fttr 2 Tage 



Inkubation ftlr 5 Tage 



Inkubation bis zu 20 Tagen 

i 
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(54) Title: EMBRYONAL CARDIAC MUSCLE CELLS, THEIR PREPARATION AND THEIR USE 

(54) Bezetdinung: EMBRYONALE HERZMUSKELZELLEN. IHRE HERSTELLUNG UND IHRE VERWENDUNG 

(57) Abstract 

The invention concerns cmbrycmal (caidiomyocytaiy and caidiomyoblastary) cardiac muscle cells, their preparation and their use. in 
particular for cell-mediated gene transplant. The areas of applicaUon of the invention are medicine and genetic engmecnng. The embryonal 
cardiac muscle cells according to die invention contain two gene constructs comprising: a) a rcgulatoiy. 2.1-kb long DNA sequence of 
die ventricle-specific myosin light-chain.2 (MLC-2v) promoter, die selectable mariccr gene ^-galactosidase in fusion with die reporter gene 
neomycin; and b) a regulatory DNA sequence of die herpes simplex virus diymidine kinase promoter and die selectable marker gene 
hygromycin. and optionally immortalising genes and/or optionally genes inactivated by homologous recombination and/or opuonally one 
or a plurality of dicrapeutic genes. The cells can advantageously be used for cell-mediated gene transplant in particular for constaicting 
healdiy tissue and assisting contractUe functions, for investigating substances, in particular for pharmacological invcsugauons and for the 
transfer of therapeutic genes into the myocardium. 

(57) Zusammenfassting 

Die Erfindung betriff t embryonale (kardiomyozytare und kardiomyoblastflrc) Herzmuskelzcllen, ihrc Herstellung und ihre Verwendung. 
insbesondere zur zellvermittclten Gentransplantation. Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Medizin und die Genicchnik. Die 
embryonalen Heizmuskelzellen gemftB der Erfindung endialten zwei Genkonstrukte aus a) rcgulatorischer. 2.1 kb langer DNA-Scqucnz 
des ventrikelspezifischen Myosin-Lcicht-Kette.2 (MLC-2v) Promotors. dem selektionierbaren Markergen /3-Galaktosidase m Fusion mit 
dem Reponergen Neomycin und aus b) regulatorischer DNA-Sequenz des Herpes-simplex-Virus.Thymidmkinase-Promotors und den 
selektionierbaren Markergen Hygromycin. sowic ggf. immortalisicrende Gene und/odcr ggf. durch homologe Rckombination inaktivicne 
Gene und/oder ggf. ein Oder mehrerc diciapeutische Gene. Sic kOnnen vortciDiaft zur zellvermittelten Gentransplantation. insbesondere 
zum Aufbau gesunden Gewebes und zur UnterstUzung kontraktiler Funktionen. zur Untersuchung von Substanzen. insbescMidcre ftir 
pharmakologische Untersuchungen und fttr den Transfer dierapeutischer Gene in das Myokard eingesetzt werdcn. 



BNSOOCID: <WO 9ei6163A3J_> 



1 



iniiji 



LEDIGUCH ZVR iNFORMATiON 



Codes zur Identifiziening von PCT-Vemagsstaaten auf den Kopfb5gen der Schriften. die intemationale 
Amneldungen gemass dem PCT verOffendichen. 



AT 


Osterreich 


OA 


Gabon 


MR 


Mauretanien 


AU 


Austnlien 


GB 


Vereinigtes KAnigreich 


MW 


Malawi 


BB 


Baibados 


GE 


Geoigicn 


NE 


Niger 


BE 


Bclgien 


GN 


Guinea 


NL 


Niederiande 


BF 


Burkina Faso 


GR 


Griechenland 


NO 


Norwegen 


BG 


Bulguien 


HU 


Ungam 


N2 


Neuseeland 


BJ 


Benin 


IE 


Irland 


PL 


Polen 


BR 


Brasilien 


IT 


balien 


FT 


Pomigal 


BY 


Belarus 


JP 


Japan 


RO 


Rumlnien 


CA 


Kanada 


K£ 


Kenya 


RU 


Russische FOderaiion 


CF 


Zcntrale Afiikanische Republik 


KG 


Kirgisbtan 


SD 


Sudan 


CG 


Kongo 


KF 


DemcrfcratisclK Volksrepubtik Korea 


SE 


Schweden 


CH 


Schwciz 


KR 


Republik Korea 


SI 


Sk)wenien 


CI 


Cdce d'lvoirc 


KZ 


Kasachstan 


SK 


Skswakei 


CM 


Kamerun 


U 


Liechienscein 


SN 


Senegal 


CN 


China 


LK 


Sri Lanka 


TD 


Tschad 


cs 


Tachechoslowakei 


LU 


Luxemburg 


TG 


Togo 


cz 


Tschechische Republik 


LV 


Lenland 


TJ 


Tadschikiitan 


DE 


DeutsdUaiid 


MC 


Monaco^ 


TT 


Trinidad uitd Tobago 


DK 


DAnemaik 


MD 


Republik Moldau 


UA 


Ukraine 


ES 


Spanien 


MG 


Madagaskar 


US 


Vereinigte Siaaien von Ameiika 


FI 


Finnland 


ML 


Mali 


uz 


Usbekisian 


FR 


Frankieich 


MN 


Mongolei 


VN 


Viemam 



BNSOOCID: <WO 9616ie3A3J_> 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Inter onal Application No 

PCtfifiE 95/01699 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MAI 

PC 6 C12N5/10 C12N15/85 



//(C12N5/10,C12R1:91) 



Accordtng to Intenutional Patent CUsrificalion (IRQ or to both nationil clagiOcation and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Mimmum documentation searched (dassificaaon sysum followed by dassAcation symbols) 
PC 6 C12N 



Documentaoon searehcd other than mimmum documentttion to the extent diat such documents ire included m the fields searched 



Electronic data base consulted during the mtcmational search (name of dau base and. where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



CaUgory * 



Quhon of document, with mdication, where appropnatc. of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



p.x 



CIRCULATION, 92 (8 SUPPL.). 1995. 1114.. 
XP002001047 

WOBUS A M ET AL: "Retinoic acid induces 
expression of the ventricular 2.1 kb 
myosin-light-chain-2 promoter during in 
vitro cardiogenesis of embryonic stem 
cells" 

siehe Zusanmenfassung 0536 

J MOL CELL CARDIOL, FEB 1993, 25 (2) 
P197-213, ENGLAND, XPGe0568169 
ENGELMANN GL ET AL: "Formation of fetal 
rat cardiac cell clones by retroviral 
transformation: retention of select 
myocyte characteristics." 
see page 198, right-hand column 



1-6,8-11 



Further documents are listed m (he continuahon of box C. 



pAtcnt family members are listed in axuiex. 



' Speoal cattgoncs of ated documents : 

'A' dooonent defnung the general state of the ait which is not 
oonsdeivd to be of panicular relevance 
cariicr document but publitfted on or afler the antemanonal 
filing date 

'L' document which may throw doubts on pnohty claini(s) or 
which IS ated to establish the pUUicatton date of another 
a cation or other speoal reason (as spcafied) 

'O' documem refcmng to an oral disclasure. use. exhibition or 



later document published after the intemaQonal filing date 
or pnonty date and not in oonilict with the application but 
dted to understand the pnnaple or theory undcriymg the 



'P* document published pnor to the international filing date but 
later than the pnonty date claimed 



*X' documem of parbcxilar relevance; the daimed invention 
cannot be conadered novel or cannot be considered to 
mvolve an inventive siep when the documem is taken alone 

*Y' document of particular rdcvanoe: the claimed invenbon 
cannot be conadered to involve an mvemve step when the 
documen t is combined with one or more other such docu- 
ments, such combmabon being obvious to a person dolled 
in the art. 

•SL' d ocument manbcr of the same patent family 



Date of the actual completion of the intcmabonal search 



22 April 1996 



Date of mailing of the international search report 

10. 05. 96 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office. P.B. 581 & Patentlaan 2 
NL - 22SO HV RiiswDk 
Tel. ( ^ 31-70) 340-2040, Tx. 31 6SI epo nl. 
Fax: (^31-70) 340-3016 



Authonxed officer 



Espen, J 



Foffn PCT.1SA/2I0 4*KMid sliMt) (July 1992} 



page 1 of 2 



BNSDOCID: <WO_9616163A3_l_> 



C^Continuaoon) OOCUME 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



^IDEREO TO BE RELEVANT 



4 



Inter mal Application No 

PCi/DE 95/01699 



Catesory * CiUtion of document, with indication, where appropnate, of the relevant passages 



Rclcvani to claim No. 



P.x 



wo, A, 93 12233 (UNIV NORTH CAROLINA) 24 
June 1993 
see figure 2 

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 
vol. 270, no. 39. 1995, MD US. 
pages 23173-23178, XP0O2001G49 
HUNTER J. ET AL. : "Ventricular expression 
of a MLC-2v-ras fusion gene induces 
cardiac hypertrophy and selective 
diastolic dysfunction in transgenic mice" 
see page 23174, left-hand column 

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 

vol. 267, no. 22, 1992. MO US, 

pages 15875-15885, XPO020Oie50 

LEE K.J. ET AL.: "Myosing light chain-2 

lucif erase transgenic mice reveal distindt 

regulatory programs for cardiac and 

skeletal muscle-specific expression of a 

single contractile protein gene" 

see page 15876, right-hand column 

MOLECULAR AND CELLULAR BIOLOGY, 

vol. 7, no. 2. 1987. WASHINGTON US, 

pages 725-737. XPOO2001051 

DE WET J.R. ET AL. : "Firefly lucif erase 

gene: structure and expression in 

manmalian cells" 

see figure 5 



1.6 



3 



Fom PCT/XSAOIO (contantwtiM ef 

BNSDOCID: <WO ^9616163A3J_> 



shMt) (July Iffa) 



page 2 of 2 



INTERNATI 



SEARCH REPORT 



Wr/\ 



lional application No. 

7DE 95/01699 



Box I Observations where certain claims w re found unsearcliable (Continuation of item 1 of first sheet) 
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search has been carried out and based on the alleged 
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Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. 1^ Claims Nos. 



because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box 11 Observations wliere unity of invention is iaclUng (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1. I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims. 

2. [ ] As all searchable claims couldbe searched without effort justifying an add itional fee, ibis Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3. As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
' * covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4. I I No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
I— I restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark on Protest 



I I The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 
I I No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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Reche«hiemr Mindcstphifstoff (IO«sifik*tionss>st«ro und Klaafikationisymbolc ) 

I IPK 6 C12N 



Recherduene aber nicht zum MuMtotpnifstoff gelwrtnde Vcr6ffentlichunf«i. soimt 
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p.x 
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CIRCULATION, 92 (8 SUPPL.). 1995. 1114.. 
XP0O2OG1O47 - u 

WOBUS A M ET AL: "Retinoic acid induces 
expression of the ventricular 2.1 kb 
myosin-light-chain-2 promoter during m 
vitro cardiogenesis of entryonic stem 
cells" 

siehe Zusairmenfassung 0536 

J HOL CELL CARDIOL. FEB 1993. 25 (2) 
P197-213. ENGLAND. XP0Oe568169 
ENGELMANN GL ET AL: "Formation of fetal 
rat cardiac cell clones by retroviral 
transformation: retention of select 
myocyte characteristics." 
siehe Seite 198. rechte Spalte 

-/-- 
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1-6,8-11 
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•E- 
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Bd. 270, Nr. 39. 1995, MD US, 
Seiten 23173-23178. XP0O20O1O49 
HUNTER J. ET AL.; "Ventricular expression 
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cardiac hypertrophy and selective 
diastolic dysfunction in transgenic mice" 
siehe Seite 23174, linke Spalte 
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Bd. 267, Nr. 22. 1992, MD US, 

Seiten 15875-15885, XPOO2O01O50 
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Fcid I Bemerkungen zu den Anspriicheii, die sich als nicht recherchierbar erwiesen 



emaiionales AJcienzcichen 

ST/ DE95/ 01699 



(Fortsetzung von Punkt 1 auf Blatt 1) 



GemaQ Artikei 17(2)a) wurde aus folgenden Grtinden fUr besumnite Anspruche kein Recherchenberichl erftelli: 
^ I— ^ i^'sksich^auf GegensU^de^l^zichen. zu dcrcn Recherche die Behbrde nichi verpflichtet ist, namlich 

Bemerkung: Obwohl die Anspruche 9 und 11 sich auf ein Verfahren zur Behand- 
lung des menschlichen/tlerl schen Korpers beziehen, wurde die 
Recherche durchgef iihrt und griindete sich auf die angefUhrten 
Wirkungen der Verblndlng/Zusammensetzung. 

^* ^ iiSlVirilj^h^^Teile der inlemaiionalen Anmeldung bcziehen. die den vorgeschriebcnen Anforderungen so wenig cnisprcchcn. 
dafl eine sinnvolle internuionale Recherche nichi durchgefiihrt werden kann, namlich 



^' ^—^ weil'^"^ dabei um abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefafit sind. 



FcId II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 2 aufBlaCt I) 



Die intcrnationale Recherchenbehorde hat festgesteUt, daO dtese intemauonale Anmeldung mehrcre Erfmdungen enchalt 



I I I Da der Anmclder alle erforderUchen zusaUzlichen Recherchengebuhren rechtzeiiig entrichtet hai, crstreckl sich dieser 
" * internauonaie Recherchenberichl auf alle recherchierbaren Anspruche der internationalen Anmeldung. 

2. I I Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeiuaufwand durrfigefUhrl werden konnte, 

' ' zttf^Oiche Recherchengebuhr geTechtferiigi hatie, hat die Internationale Recherchenbehorde mchi zur Zahlung emer sotehen 

Gebiihr aufgeforderL 

3. I I Da der Anmelder nur einige der erforderUchen zusiitzlichen Recherchengebuhren rechlzeilig "trichiei hau crsueckt «^^«" 
* ' inicrnationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche der internauonalen Anmeldung. fur die Gebuhren entrichtet worsen 

sind, namlich auf die Anspruche Nr. 



4. I I Der Anmelder hat die erforderUchen zusatzUchen Recherchengebuhren nicht r«:htzeitig ^n^'^^*^ ^jr intematwnide 

' ' chenbCTicht beschrankt sich daher auf die in den Anspriichen zucrst erwahnte Erfmdung; diese ist m folgenden Anspruchen er 

fafit; 



I [ Die zusatzUchen Gebuhren wurden vom Anmelder unier Widerspruch gezahiL 
I I Die Zahlung zusatzUcher Gebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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